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要 :【 目 的 ] 果 蝇 Ras 信号 通路 在 细胞 增殖 与 生长 过 程 中 发 挥 着 重要 的 作用 。Myc 基因 是 bHLH 
转录 因子 家 族 基 因 , 可 调控 细胞 生长 .竞争 和 再 生 增 殖 等 生理 过 程 。 本 研究 旨 在 明确 Ras 信号 通路 
与 Myc 的 关系 ,探索 Ras 信号 调控 核 内 复制 细胞 生长 的 作用 机 制 。【 方 法 生物 信息 学 分 析 转 基因 
ZÆ Bombyx mori 后 部 丝 腺 Myc 基因 的 转录 水 平 , 并 通过 qPCR 验证 ; 在 黑 腹 果 蝇 Drosophila 
melanogaster Ke 细胞 中 ,分 别 转 染 pAc5. 1-HisB-Ras -V5 或 pAc5. 1-HisB-Raf-Flag 过 表达 Ras” 或 
Raf 后 ,通过 qPCR 和 Western blot 技术 分 别 检测 Myc 基因 在 mRNA 和 蛋白 水 平 的 相对 表达 量 ; 在 黑 
腹 果 蝇 幼 虫 脂 肪 体 和 唾液 腺 中 ,结合 黑 腹 果 蝇 遗传 工具 和 分 子 生物 学 手段 ,验证 Ras 信号 通路 对 
Myc 基因 的 调控 作用 。【 结 果 】 家 委 后 部 丝 腺 过 表达 Ras] LI Myc 转录 水 平 。 激 活 Ras 信号 使 得 
ZRH Ke 细胞 内 Myc 在 转录 水 平和 蛋白 水 平 上 的 表达 量 上 调 ; 黑 腹 果 曲 幼 虫 唾液 腺 和 脂肪 体 
中 , 游 走 期 Myc 基因 的 表达 量 高 于 取 食 期 ;过 表达 Myc 或 激活 Ras 信号 可 以 促进 细胞 核 内 周期 进 
程 ;激活 Ras 信号 促进 Myc 表达 。[【 结论 ]Ras 信号 通路 激活 Myc 表达 ,促进 细胞 核 内 周期 进程 , 促 
进 器 官 发 育 。 
关键 词 : 黑 腹 果 蝎 ; KE; 唾液 腺 ; 脂肪 体 ; Ras 信号 通路 ; Myc; 核 内 周期 
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Ras signaling pathway promotes the growth of endoreplication cells 


through activating the expression of transcription factor Myc 

ZHANG Xiang-Le', MA Li’? , MA Qian’, LI Sheng', LIU Su-Ning'’* (1. Institute of Insect Science and 
Technology, School of Life Sciences, South China Normal University, Guangzhou 510631, China; 
2. Institute of Plant Physiology and Ecology, Shanghai Institutes for Biological Sciences, Chinese 
Academy of Sciences, Shanghai 200032, China; 3. Children’ s Hospital of Shanghai Jiaotong University , 
Shanghai 200040, China) 

Abstract: [ Aim] Ras signaling pathway palys an important role in cell proliferation and growth in 
Drosophila. Myc, a member of basic helix-loop-helix ( ÞHLH ) transcription factor family, regulates 
physiological processes such as cell growth, competition and tissue regeneration. The aim of this study is 
to clarify the interaction between Ras signaling and Myc, and to explore the mechanism how Ras signaling 
regulates the growth of endoreplication cells. [Methods] The transcription level of Myc in posterior silk 


glands of transgenic silkworm (Bombyx mori) was analyzed by bioinformatics tools and detected by 
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qPCR. Ras'” or Raf were overexpressed by transfecting pAc5. 1-HisB-Ras'’-V5 or pAc5. 1-HisB-Raf- 
Flag plasmid into Drosophila melanogaster Ke cells, respectively, and the mRNA and protein expression 
levels of Myc were detected by qPCR and Western blotting, respectively. The functions of Ras signaling 
in regulation of Myc in larval fat body and salivary glands of D. melanogaster were verified by using D. 
melanogaster genetic tools and molecular biology methods. [ Results] Overexpression of Ras7 in 
silkworm posterior silk glands up-regulated Myc transcriptional level. Activation of Ras signaling up- 
regulated Myc expression at both the transcriptional and protein levels in D. melanogaster Ke cells. In 
salivary glands and fat body of D. melanogaster larva, the expression levels of Myc at the wandering stage 
were higher than those at the feeding stage. Overexpression of Myc or activation of Ras signaling 
accelerated endocycling. Activating Ras signaling promoted Myc expression. [ Conclusion] The Ras 


signaling pathway can activate the expression of Myc, thereby accelerating the endocycle and promoting 


organ development. 


Key words: Drosophila melanogaster; Bombyx mori; 


Myc; endocycle 


核 内 复制 (endoreplication ) 细胞 广泛 存在 于 动 
植物 中 , 异 于 普通 细胞 的 细胞 周期 , 核 内 周期 
(endocycle) 保留 DNA 复制 时 期 (S 期 ) 和 细胞 间 期 
(GC H), 而 失去 分 裂 期 (M 期 ) 和 胞 质 分 裂 
(cytokinesis) 过 程 (Calvi，2013 ) 。 果 晶 幼 虫 生 长 的 
完成 非常 依赖 核 内 复制 ,是 因为 多 数 幼虫 组 织 都 是 
由 核 内 复制 细胞 组 成 的 ,如 唾液 腺 .脂肪 体 .前 胸腺 、 
表皮 、 肠 道 AE DRES S (Edgar and Nijhout, 
2004; Lee et al.,，2009 ) 。 众 多 核 内 周期 调节 者 构成 
精密 而 复杂 的 调控 网 络 确保 核 内 周期 顺利 完成 (Lee 
2009 ) , 其 中 细胞 周期 蛋白 E ( Cyclin-E, 
Cyc E) 和 细胞 周期 蛋白 依赖 激酶 2(cyclin-dependent 
kinases 2, CDK2 ) 是 S 期 的 主要 调节 者 , Cyck 突变 
使 得 细胞 的 DNA 复制 终止 ,CDK2 突变 使 得 唾液 腺 
细胞 核 内 周期 终止 ,过 表达 CycE 可 有 效 挽救 因 饥饿 
而 停止 的 核 内 复制 细胞 的 DNA 复制 (Knoblich et 

al., 1994; Britton and Edgar, 1998; Zielke et al., 
2011) 。 许 多 信 生 通路 可 通过 调控 包括 CycE/CDK2 
及 上 下 游 核 内 周期 调节 者 来 影响 核 内 复制 进程 ( Lee 

, 2009) , Ras 信号 通路 被 认为 是 候选 者 之 一 。 
Ft Drosophila Ras oncogene at 85D ( Ras85D) 
言 号 参与 调控 细胞 存活 、 生 长 和 增殖 等 组 织 发 育 中 
的 生理 过 程 (Rommel and Hafen, 1998; Lusk et al., 
2017) 。 激 活 态 Ras 招募 并 结合 Raf oncogene (Raf) 
并 使 之 聚集 至 细胞 膜 , 随后 被 蛋白 激酶 如 蛋白 激酶 
C 等 奋 酸 化 为 激活 态 Raf (Stokoe et al., 1994, 
1995; Avruch et al., 2001) ;激活 态 Raf 
磷酸 化 其 下 游 蛋 白 Dsorl (MEK), MEK 磷酸 化 
Rolled (ERK) (Crews and Erikson, 1993 ) ;ERK 的 
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磷酸 化 促进 自 吴 二 聚 化 ,并 由 细胞 质 向 细胞 核 内 转 
移 (Khokhlatchev et al., 1998) ; 通过 直接 磷酸 化 而 
增强 多 种 转录 因子 如 Elk-1 和 Ets-2 等 的 活力 ,从 而 
调控 细胞 生长 ( Marais et al., 1993; Treisman, 
1996)。 前 人 研究 发 现 , Ras 信号 促进 核 内 复制 细胞 
组 织 发 育 , 激 活 前 胸腺 中 Ras 信号 可 明显 增 大 细胞 
体积 并 促进 晓 皮 激素 前 体 的 合成 ( Caldwell et al., 
2005), KÆ Bombyx mori 后 部 丝 腺 被 看 作 是 果 蝇 
RURAJ EYR ak B (Xin et al., 2015) ,同样 为 核 内 
复制 细胞 ; 马 俐 等 利用 转基因 技术 在 家 盔 后 部 丝 腺 
组 织 中 特异 过 表达 激活 态 Ras] (KAP Ras 同 源 基 
因 ) ,发 现 家 春 后 部 丝 腺 细胞 体积 明显 增 大 , 核 内 复 
制 加 速 ,进而 促进 后 部 丝 腺 增 大 与 看 丝 蛋 白 的 合成 ， 
最 终 提 高 了 不 丝 产 量 ( Ma et al., 2011), 

Myc 属于 pHLH 转录 因子 家 族 成 员 , 包含 
bHLH-LZ 结构 域 , 通 过 与 Max 形成 异 二 聚 体 并 与 靶 
标 基 因 启 动 子 区 域 的 E-Box 结合 位 点 “CACGTC” 结 
> ,激活 靶 标 基因 转录 ( Gallant et al., 1996; Hulf et 
al., 2005), Mnt 与 Max 形成 异 二 聚 体 可 抑制 Myc- 
Max 异 二 聚 体 引起 的 靶 标 基因 转录 (Loo et al., 
2005). Myc/Max/Mnt 形成 调控 网 络 , 共 同 维持 协 
调 Myc 在 细胞 生长 中 的 重要 作用 ( Gallant, 2013 ) 。 
果 蝇 中 只 有 单个 Myc 基因 ,而 哺乳 动物 中 则 含有 多 
种 Myc 家 族 蛋 白 ,共同 协调 机 体 发 育 ( Gallant et al.， 
1996; Penzo-Méndez and Stanger, 2014)。Myc 作为 
转录 因子 ,也 受到 许多 信号 通路 的 调控 ,如 Wot, 
EGFR, Hippo, JAK/STAT 和 Notch 等 信号 通路 
( You et al., 2002; Weng et al., 2006; Muthuswami et 
al., 2013; Ren et al., 2013 ) 。 对 哺乳 动物 研究 发 现 
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Ras 信号 、Myc 和 细胞 周期 转录 因子 之 间 存 在 着 紧 
密 的 联系 :活化 的 Ras 可 促进 细胞 周期 调控 因子 如 
Cyclin-D1( CycD1) 和 CycE 以 及 细胞 周期 蛋白 依赖 
激酶 ( cyclin-dependent kinases, CDKs ) 等 的 表达 
(Aktas et al., 1997; Rodriguez-Viciana et al., 2005) ; 
Myc 作为 细胞 生长 的 转录 调控 因子 ,可 调控 CycD1 ， 
Cyclin-D2, CycE 和 CDK4 等 因子 ,促进 细胞 周期 由 
Go/Gi 向 S 期 过 渡 (Skouteris and Schroder, 1996; 
Steiner et al., 1996; Horiuchi et al., 2012) 。 

昆虫 核 内 复制 细胞 与 有 丝 分 裂 细胞 的 细胞 周期 
进程 不 同 , Ras 信号 通路 与 Myc 的 相互 作用 关系 以 
及 对 核 内 复制 细胞 的 调控 机 理 仍 不 清楚 。 本 实验 室 
前 期 研究 发 现 , 超 表 达 Ras7” 的 家 午后 部 丝 腺 中 
Myc 的 表达 量 显 著 上 升 , 家 和 蛋 后 部 丝 腺 为 核 内 复制 
细胞 (Ma et al., 2011 ) 。 但 由 于 家 和 蛋 的 局 限 性 ,我 们 
选取 模式 生物 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 为 实 
验 对 象 来 进行 次 一 步 的 研究 ,通过 相关 的 分 子 实验 ， 
进一步 阐释 Ras 信号 和 Myc 二 者 之 间 的 相互 作用 机 
理 , 为 深入 研究 基因 或 信号 通路 调控 核 内 复制 细胞 
生长 的 分 子 机 理 提供 参考 。 




























































































1 材料 与 方法 


1.1 果 蝇 品系 及 家 竺 饲养 

转基因 黑 腹 果 蝇 : W, Pte-Gal4, Lsp2-Gal4, 
tub-Gal80" , UAS-Ras‘” , UAS-Raf°°" , UAS-Myc'” W 
自 Bloomington 果 晶 中 心 。 制 作 克 隆 细胞 :选用 黑 腹 
果 蝇 品系 W, hs-Flp; ActSC > CD2 > Gal4, UAS- 
RFP/TM3 分 别 与 上 述 UAS 品系 杂交 的 后 代 , 通 过 
热 激 获得 组 织 克 隆 细胞 。 所 有 品系 均 用 标准 的 玉米 
酵母 培养 基 人 饲养 , 放 在 恒温 培养 箱 中 培养 , 光 周 期 为 
12L: 12D ,相对 湿度 为 60% ,温度 为 25%C。 家 春野 
生 型 品系 大 造 和 转基因 家 不 Fil > Ras1” 均 由 中 国 
科学 院 上 海 生 命 科 学 研究 院 植 物 生 理 与 生态 研究 所 
提供 ,标准 化 饲养 ( Ma et al., 2011)。 
1.2 Ras’’-V5 和 Raf-Flag 基因 重组 表达 质粒 的 
构建 

PUJE WRA RNA ,通过 反 转 录 构 建 
FRE cDNA 文库 ,根据 黑 腹 果 晶 Ras (GenBank 登录 
=: AAF54388. 1) 和 Raf ( GenBank 登录 号 : 
AAF45774. 1 ) 基因 编码 区 序列 ,PCR 扩 增 获得 Ras 
和 Raf 的 全 长 cDNA。 实 验 所 用 引物 见 表 1。PCR 
反应 体系 (50 uL): 5 x PCR buffer 10 uL, dNTPs 
(2.5 mmol/L) 4 pL, Prime-STAR DNA Polymerase 

























































































(2.5 U/L) 1 pL, 上 和 下游 引物 (10 pmol/L) 各 
2 uL, YRI cDNA 2 puL, 超 纯 水 29 pL。PCR 反 
应 条 件 : 98°C 预 变 性 3 min; 98% 10 s, 60T Ss, 
72%C 3 min, 32 个 循环 ; 72°C 10 min, Ras 和 Raf FF 
列 连接 到 pMD-18T 4k fk (TaKaRa 公司 ) 上 ,再 以 
pMD-18T-Ras 和 pMD-18T-Raf 为 模板 ,利用 Ras 上 
游 引 物 (5'-CCGGAATTCATGGGTAAGCCTATCCC 
TAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGACGGAATA 
CAAACTGGTCG-3 ,下划线 分 别 为 EcoR 工 酶 切 位 
点 .V5 标签 序列 ) 和 下 游 引物 (5 -GCTCTAGATTA 
GAGCATTTTACATTTAAATCTACGA-3’, 下划线 为 
Xu[ 酶 切 位 点 ) ,进行 PCR 扩 增 得 到 Ras-V5 序列 。 
利用 Raf 上 游 引物 (5'-CCGGAATTCATGGATTA 
CAAGGATGACGACGATAAGTCCAGCGAGTCCTCCAC-3’ , 
下 划 线 分 别 为 EcoR 工 酶 切 位 点 和 Flag 标签 序列 ) 
和 下 游 引 物 (5'-GCTCTAGACTAGATATTCCCAGCG 
CTGC-3' ,下划线 为 Xba I 酶 切 位 点 ) ,进行 PCR 扩 
增 得 到 Raf-Flag 序列 。PCR 反应 体系 (50 pl): 
5 x PCR buffer 10 uL, dNTPs (2.5 mmol/L) 4 uL, 
Prime-STAR DNA Polymerase (2.5 U/wL) 1 uL, 上 
下 游 引物 (10 pmol/L) & 2 uL, cDNA 2 pL, 超 纯 水 
29 kL。PCR 反应 条 件 : 98% 变性 3 min; 98C 10s, 
60C 5 s, 72C 3 min, 32 个 循环 ; 72°C 10min, 
PCR 产物 4C te FF FRA. Ras-VS 序列 通过 
pClone007 Blunt Vector Kit 试剂 盒 ( 北 京 擎 科 ) 连接 
到 pClone007 载体 上 ,再 用 突变 引物 (上 游 引 物 :5 
TCGTCGTTGGAGCCGTAGGCGTGGGCAAGTCCGCG- 
3'; 下 游 引物 :5'-TACGGCTCCAACGACGACCAGTTT 
GTATTCCG-3'。 下 划 线 为 碱 基 突 变 位 置 ) 进行 PCR 
扩 增 ,PCR 反应 体系 (50 pL): 5 x PCR buffer 10 uL, 
dNTPs (2.5 mmol/L) 4 uL, Prime-STAR DNA 
Polymerase (2.5 U/uL) 1 RL, 上 下 游 引 物 (10 pmol/ 
L) 各 2 uL, cDNA 2 nkL, 超 纯 水 29 pL, PCR 反应 
AVE: 98% 变性 3 min; 98% 10 s, 60C 5s, 72% 3 
min, 32 个 循环 ; 72°C 10 min, 使 得 Ras 的 第 12 位 
ARR HH HAR RE Oy ad APR, 从 而 获得 激活 态 
Ras” , 将 Ras we Raf 序列 分 别 插入 pAc5. 1-HisB 
载体 ( Invitrogen ) , 通 过 鉴定 后 获得 pAc5. 1-HisB- 
Ras'”-V5 和 pAc5.1-HisB-Raf-Flag 两 个 重组 质粒 。 
1.3 细胞 培养 

Rie Ke 细胞 (Thermo Fisher) 培养 在 加 入 5% 
的 胎 牛 血清 (HyClone) 的 施耐德 果 蝇 培养 基 
(Schneider’ s Drosophila Medium, Lonza) 中 ,27% 恒 
温 培 养 箱 培养 ， 用 Effectene Transfection Reagent 试 
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表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 

















引物 引物 序列 (5 -3') 引物 用 途 
Primers Primer sequences Usage of primers 
Ras-F ATGACGGAATACAAACTGGT 
Ras-R TTAGAGCATTTTACATITAA 开放 阅读 框 扩 增 
Raf-F ATGTCCAGCGAGTCCTCCAC Amplification of ORF 
Ras-R CTAGATATTCCCAGCGCTGC 
Ras-V5-F CCGGAATTCATGGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGACGG 


AATACAAACTGGTCG 


带 标签 基因 扩 增 


























Ras-V5-R GCTCTAGATTAGAGCATTTTACATTTAAATCTACGA 
Amplification of tagged gene 
Raf-Flag-F CCGGAATTCATGGATTACAAGGATGACGACGATAAGTCCAGCGAGTCCTCCAC 
Raf-Flag-R GCTCTAGACTAGATATTCCCAGCGCTGC 
Ras‘!?-V5-F TCGTCGTTGGAGCCGTAGGCGTGGGCAAGTCCGCG 突变 基因 扩 增 
Ras¥!2-V5-R TACGGCTCCAACGACGACCAGTTTGTATTCCG Amplification of mutant gene 
Bm-Myc-F CATATCACCGTCGAGACCTG 
Bm-Myc-R GTCTCGCCAAAGTGTACGAA 
Bm-rp49-F CAGGCGGTTCAAGGGTCAATAC 
Bm-rp49-R TGCTGGGCTCTITCCACGA 实时 荧光 定量 PCR 
Myc-F CAGTTCGAACAAGGGACGCA qPCR 
Myc-R CCACCTTCTTGCCACGACTC 
rp49-F GACAGTATCTGATGCCCAACA 
rp49-F CTTCTTGGAGGAGACGCCGT 





A (QIAGEN ) 向 果 晶 Ke 细胞 中 转 染 pAc5. 1- 
HisB-Ras'”-V5 和 pAc5. 1-HisB-Raf-Flag 质粒 。 转 
Ye 36 h 后 ,收集 细胞 进行 下 一 步 分 子 实验 。 
1.4 Myc 基因 表达 水 平分 析 

JEP FEET RFE Fil > Ras?” 后 部 丝 腺 转录 组 
测序 (Ma et al., 2014) 结果 ,本 研究 通过 生物 信息 学 
分 析 , 比 较 野生 型 家 看 和 转基因 家 和 看 Fil > Ras1” 的 
后 部 丝 腺 中 转录 因子 Myc 基因 的 转录 水 平 。 收 集 
野生 型 和 Fil > Ras1“ 转 基因 家 和 大 后 部 丝 腺 ,Trizol 
(TaKaRa) 提 取 组 织 总 RNA, 取 2 ug RNA 进行 反 转 
录 , 合 成 cDNA 第 1 BE, Ae AE Myc 基因 qPCR 引物 
为 : Bm-Myc-F; 5'-CATATCACCGTCGAGACCTG-3' ; 
Bm-Myc-R; 5’-GTCTCGCCAAAGTGTACGAA-3',. W 
参 基因 Bm-rp49 引物 为 : rp49-F: 5'-CAGGCGG 
TTCAAGGGTCAATAC-3’; rp49-R: 5'-TGCTGGGCTC 
TTTCCACGA-3', qPCR 反应 体系 (20 uL): SYBR- 
Green Mix 10 pL, 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 1 wh, 
cDNA 2 pL, 超 纯 水 6 Lo EARE: 95C 预 变性 2 
min;95% 变性 15 s, 55%C 退火 10 s, 40 个 循环 ; 
95°C 28 PE 1 min, 55T 退火 1 min, 95°C 变性 15 s。 
绘制 产物 溶解 曲线 。 以 家 看 rp49 基因 作为 内 标 参 
FG ,分 别 进行 4 个 生物 学 重复 ,3 个 技术 重复 。 

收集 野生 型 果 蝇 WW ”幼虫 取 食 期 和 游 走 期 的 
脂肪 体 和 唾液 腺 组 织 , 收集 3 种 基因 型 果 蝇 Lsp2- 
Gal4; Lsp2-Gal4 , UAS-Ras'” ; gee, L4S-RaF 
幼虫 游 走 期 脂肪 体 组 织 。 将 基因 型 Pic-Gal4， tub- 



















































































Gal80" ; Ptc-Gal4 , tub-Gal80" , UAS-Ras'” ; Pic-Gal4 , 
tub-Gal80" , UAS-Raf?" 的 果 蝇 卵 置 于 18% 培 养 72 h 
后 转移 至 30% 培养 箱 , 取 幼 虫 游 走 期 脂肪 体 和 唾液 
腺 组 织 。 收 集 1.3 节 转 染 重 组 质粒 的 果 晶 Ke 细胞 ， 
Trizol (TaKaRa ) 分 别提 取 上 述 组 织 和 细胞 的 总 
RNA , 取 2 hg RNA 进行 反 转 录 合 成 cDNA 第 1 BE, 
Myc 基因 qPCR 引物 为 : Myc-F: 5'-CAGTTCGAA 
CAAGGGACGCA-3'; Mye-R; 5'-CCACCTTCTTGCCA 
CGACTC-3'。 内 参 基因 rp49 的 qPCR 引物 为 : rp49- 
F: 5’GACAGTATCTGATGCCCAACA-3’; rp49-R: 
5'-CTTCTTGGAGGAGACGCCGT-3', qPCR 反应 体 
系 (20 uL): SYBR-Green Mix 10 pL, 上 下 游 引物 
(10 pmol/L) 各 1 pL, cDNA 2 pL, 超 纯 水 6 uL, R 
应 条 件 : 95% 预 变性 2 min; 95°C 变性 15 s, 60°CIB 
火 20 s, 40 个 循环 ; 95°C 变性 1S s, 60 退火 1 
min, 95°CASPE 15 s。 绘 制 产物 溶解 曲线 。 以 果 晶 
rp49 基因 作为 内 标 参考 ,分 别 进行 4 个 生物 学 重复 ， 
3 个 技术 重复 。 
1.5 Western blotting 

收集 1.3 节 转 染 后 36 h 的 果 蝇 Ke 细胞 ,提取 
其 总 蛋白 ,通过 BCA 和 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 ( 上海 户 
圣 生 物 ), 将 所 提取 的 蛋白 进行 定量 ,加 入 蛋白 
Loading buffer 后 煮沸 进行 SDS-PAGE 电泳 。 电 瀛 
结束 后 ,将 PVDF 膜 放 和 甲醇 中 浸泡 2 min, 转 膜 
(100 V, 100 min) 完成 后 ,将 膜 放 和 人 3% BSA TBST 
缓冲 液 中 封闭 0.5 h ,一 抗 1:2 000, 4% 孵育 过 夜 ， 
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TBST 洗 3 次 (每 次 15 min) ;二 抗 1:5 000 ,4% 孵育 
3 h,TBST 洗 3 次 (每 次 15 min) ,在 暗房 中 显影 曝 
光 。 —Ht: Tubulin (a KAW) ,标签 抗体 VS 和 
Flag ( Invitrogen ) ; 二 抗 : HRP 标记 羊 抗 鼠 二 抗 
(Invitrogen) ,蛋白 预 染 Marker (Invitrogen) o 
1.6 组 织 克隆 细胞 的 制备 及 免疫 组 化 

PBS 缓冲 液 中 解剖 获得 黑 腹 果 晶 野生 型 及 人 
取 食 期 和 游 走 期 的 脂肪 体 和 唾液 腺 组 织 符 用 。 黑 腹 
pe WS, hs-Flp; Act5C > CD2 > Gal4, UAS-RFP/ 
TM3 分 别 于 与 UAS-Ras"”’ , UAS-Raf®" , UAS-Myc'” 
ARE , ARBCTR AGAR WBF a Oar, Wee 24 h WIR 
蝇 卵 ,将 含有 卵 的 食物 管 置 于 370C 水 浴 热 激 30 
min ,再 移 至 25Y 培养 至 幼虫 游 走 期 ,在 PBS 缓冲 液 
中 解剖 获得 脂肪 体 和 唾液 腺 组 织 竺 用。 将 上 述 获 得 
的 各 基因 型 唾液 腺 和 脂肪 体 分 别 转移 至 4% 的 甲醛 
溶液 中 孵育 40 ~ 60 min 后 ,用 PBT 缓冲 液 (PBS + 
BSA + Triton) 多 次 清洗 ,一 抗 4% 过 夜 ,回收 一 抗 ， 
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微 镜 ( Olympus FV3000 ) 进行 拍照 ,观察 解剖 组 织 抗 
体 染 色情 况 ,并 保存 。 图 片 使 用 Photoshop CS6 进行 
前 切 或 添加 文字 等 。 
1.7 数据 统计 分 析 

采用 SPSS21.0 软件 对 基因 表达 量 数据 进行 了 
检验 统计 学 分 析 。 


2 结果 





2.1 ”家蚕 后 部 丝 腺 过 表达 Rasl 上调 Myc 转录 
水 平 

本 实验 室 前 期 研究 发 现 ,在 家 和 蛋 后 部 丝 腺 中 过 
表达 Ras1 促进 后 部 丝 腺 增 大 与 蚕丝 蛋白 的 合成 
(Ma et al., 2011) ; SJ TEESE AA Fil > Ras] 后 
部 丝 腺 进行 了 转录 组 测序 (Ma et al., 2014), HEF 
测序 结果 ,本 研究 生物 信息 学 分 析 显 示 , 同 野生 型 家 
看 相 比 ,转基因 家 乔 后 部 丝 腺 中 转录 因子 Myc 基因 















































PBT 清洗 并 加 入 二 抗 ,室温 避 光 孵育 1 ~2 h ,最 后 置 

FE 50% 甘油 溶液 中 封 片 保存 。 本 研究 所 用 一 抗 : 

Myc 抗体 (1: 200, Santa Cruz), Z ü: Alexa Fluor 

488 Goat Anti-rabbit IgG(1: 200，Invitrogen ) 。 细 胞 

核 染 料 DAPI(1: 100 000, #3 REH). HREM 
A 08 


























S 
a 


Myc FPKM 值 
> 
E 


FPKM value of Myc 


È> 
N 


= 
© 


野生 型 Dazao Fil>Ras1“ 


图 1 家 等 后 部 丝 腺 过 表达 Ras] 上调 Myc 转录 水 平 























转录 水 平 显著 提高 (图 1: A) ;通过 qPCR 验证 得 到 
类 似 的 结果 ,Myc 转录 水 平 明 显 上 调 ( 图 1: B)。 家 
不 后 部 丝 腺 属于 核 内 复制 细胞 ,因此 我 们 推测 激活 
Ras 信号 促进 后 部 丝 腺 细胞 增 大 有 可 能 是 通过 促进 
Myc 表达 进而 促进 细胞 核 内 复制 来 实现 的 。 
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Fig. 1 














Overexpression of Ras!“ up-regulates Myc transcriptional level in posterior silk glands of silkworm (Bombyx mori) 


A: HW) AEA) TBH HE FB AE RE th RCH, FEE RHE Fil > Ras] JR BBE ARP Myc 的 转录 水 平 明显 上 调 Bioinformatics analysis 
revealed that Myc transcriptional level was up-regulated in transgenic strain Fil > Ras1° as compared with in the wild-type strain Dazao. B; qPCR 实验 
验证 发 现 , > Ras7 4 后 部 丝 腺 中 Myc 转录 水 平 比 野生 型 家 和 看 品系 大 造 中 明显 上 调 qPCR results revealed that Myc transcriptional level was 
up-regulated in posterior silk glands of Fil > Ras1° by qPCR as compared with in the wild-type strain Dazao. ** P <0.01 (了 检验 T-test). 














2.2 R Ke 细胞 过 表达 Ras” KX Raf 上 调 Myc 
转录 和 蛋白 表达 水 平 

为 验证 Ras 信号 介 导 Myc 基因 调控 核 内 复制 ， 
首先 在 果 蝇 Ke 细胞 中 转 染 携带 激活 态 Ras” W Raf 
的 pAc5. 1-HisB-Ras'”-V5 与 pAc5. 1-HisB-Raf-Flag 
质粒 ,培养 36 h 后 发 现 ,与 2.1 节 中 家 和 蛋 结 果 一 致 ， 
Myc 的 转录 水 平和 蛋白 水 平 明 显 上 调 ( 图 2) 。 绪 果 
说 明 , Ras 信号 可 以 激活 Myc 的 表达 。 
































2.3 黑 腹 果 晶 幼虫 脂肪 体 和 唾液 腺 中 Mye 游 走 期 
表达 量 高 于 取 食 期 

免疫 组 化 结果 表明 ,Myc 作为 转录 因子 ,主要 定 
位 在 细胞 核 中 ,相对 于 取 食 期 , 游 走 期 黑 腹 果 晶 唾液 
腺 和 脂肪 体 中 Myc 的 表达 量 明 显 上 调 ( 图 3: A- 
H) ;qPCR 得 到 类 似 的 结果 (图 3: 1, J)。 结 果 说 
明 ,Myc 与 唾液 腺 和 脂肪 体 的 生长 发 育 有 相关 性 。 
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E2 PARR Ke 细胞 过 表达 Ras” ak Raf 上 调 Myc 转录 (A) 和 蛋白 (B，C) 水 平 


Fig. 2 Overexpression of Ras”? or Raf up-regulates Myc expression at both transcriptional (A) and 
protein (B, C) levels in Ke cells of Drosophila melanogaster 


A: qPCR; B, C; Western blot. * P <0.05 (了 检验 T-test). 
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图 3 Myc 在 取 食 期 和 游 走 期 的 黑 腹 果 蝇 脂肪 体 和 唾液 腺 中 的 表达 水 了 
Fig. 3 Expression levels of Myc in fat body and salivary glands of Drosophila melanogaster at the feeding stage and wandering stage 
A, C: 脂肪 体 , Myc 抗体 染色 Fat body, Myc antibody staining; B, D: 脂肪 体 , DAPI 染色 Fat body, DAPI staining; E, G: HERE, Myc 抗体 染 
Salivary gland, Myc antibody staining; F, H; 唾液 腺 ，DAPI 染色 Salivary gland, DAPI staining. A-H: 免疫 组 化 结果 显示 ,无 论 脂 肪 体 还 是 唾液 
腺 中 , 游 走 期 的 Mye 蛋白 水 平 比 取 食 期 的 高 Inmunohistochemisby results showed that the Myc protein levels in fat body and salivary glands were 
higher at the wandering stage than at the feeding stage. I, J: qPCR 结果 显示 游 走 期 脂肪 体 或 唾液 腺 中 Myc 转录 水 平 比 取 食 期 的 15e 转录 水 平 高 
Results of qPCR showed that Myc transcriptional levels in fat body and salivary glands were higher at the wandering stage than at the feeding stage. * P 
0.05 (了 检验 T-test). 
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2.4 异 位 表达 Ras” 或 Raf 上 调 Myc 表达 促进 核 ” 水平 有 明显 上 调 ( 图 4: A)。 利 用 Pic-Gal4 在 唾液 
内 复制 细胞 生长 腺 中 直接 过 表达 Ras” i Raf" 会 影响 幼虫 整体 的 

为 检测 在 唾液 腺 和 脂肪 体 发 育 中 Ras 信号 是 否 ” 发 育 ,可 能 是 由 于 Pte-Gal4 在 虫 体 其 他 组 织 中 的 表 
可 以 促进 Myc 表达 来 促进 核 内 复制 细胞 生长 ,我 们 达 影 响 了 虫 体 的 整体 发 育 。 为 了 消除 这 种 影响 ,我 
利用 GALA-UAS 系统 (McGuire et al., 2004) ÆRE MaA Gal80" 系统 , 首先 在 低温 下 培养 , 这 时 
果 蝇 幼虫 脂肪 体 中 激活 Ras 信号 ,将 脂肪 体 表 达  ” Gal80" 具 有 换 制 Gal4 活性 的 功能 ,从 而 抑制 UAS 下 
Gal4 品系 Lsp2-Gal4 WE 4 UAS-Ras'” ,UAS-Raf*" 游 基 因 的 表达 ,低温 培养 12 h 后 转 至 30% 培养 箱 培 
雄 虫 分 别 杂 交 , 游 走 期 取 Lsp2 > Ras “或 Lsp2 > 养 至 游 走 期 解剖 获得 唾液 腮 ,同样 Mye 的 转录 水 平 
Ra 的 幼虫 脂肪 体 与 对 照 比 较 ,发 现 Myc 的 转录 。” 明显 上 调 (图 4:; B)。 
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图 4 Ras 信号 上 调 黑 腹 果 晶 幼 虫 脂肪 体 (A) 和 唾液 腺 (B) 中 的 Myc 转录 水 3 
Fig. 4 Ras signaling up-regulates Myc transcriptional level in larval fat body (A) and salivary glands (B) of Drosophila melanogaster 
A: 脂肪 体 过 表达 Ras”? (Lsp2-Gal4 , UAS-Ras"? ) 或 Raf©°" ( Lsp2-Gal4 , UAS-Raf©°" ) 上 调 Myc 转录 水 平 Overexpression of Ras"? ( Lsp2-Gal4 , UAS- 
Ras" ) or Raf©°" (Lsp2-Gal4, UAS-Raf©°" ) in fat body up-regulated Myc transcriptional level. B: 唾液 腺 过 表达 Ras” ( Ptc-Gal4 , UAS-Ras'? , tub- 
Gal80" ) 或 Raf" ( Pic-Gal4 , UAS-Raf©?" , tub-Gal80" ) 上 调 Myc 转录 水 平 Overexpression of Ras” ( Ptc-Gal4, UAS-Ras”” , tub-Gal80" ) or Raf°" 
( Ptc-Gal4 , UAS-Raf©°" , tub-Gal80" ) in salivary glands up-regulated Myc transcriptional level. Lsp2-Gal4 为 脂肪 体 细 胞 特异 表达 Gal4 品系 ,Ptc-Gal4 
是 可 以 在 唾液 腺 表达 的 Gal4 品系 ,Gal4 与 UAS 结合 后 驱动 下 游 基 因 在 上 日 的 组 织 表 达 。Lsp2-Gal4 transgenes are specifically expressed in fat body 
cells, and Ptc-Gal4 is active in salivary glands. Gal4 binds to UAS and activates transcription of downstream transgenes in the tissue of interest. * P < 


0.05; * P<0.01; ** P<0.001 (7 检验 T-test). 






































我 们 通过 Flp-FRT 技术 ( McGuire et al., 2004) 程 ,从 而 促进 核 内 复制 细胞 器 官 的 发 育 。 

在 黑 腹 果 蝇 脂肪 体 或 唾液 腺 细胞 制造 克隆 细胞 , 验 

证 Ras 信号 是 否 通过 Myc 促进 核 内 复制 细胞 生长 。 3 讨论 

与 2.1 节 家 乔 后 部 丝 腺 研究 结果 一 致 , 黑 腹 果 晶 脂 

肪 体 和 唾液 腺 也 是 核 内 复制 细胞 ,通过 细胞 核 染 色 核 内 复制 细胞 的 细胞 周期 缺少 有 丝 分 裂 期 M 
我 们 可 以 看 出 ,过 表达 Myc 造成 脂肪 体 或 唾液 腺 细 ”期 ,这 类 细胞 普遍 存在 于 动 植物 体内 ,对 动 植物 发 育 
胞 核 增 大 (图 5: A -D) ;与 过 表达 Mye 结果 类 似 ， ”非常 重要 (Edgar and Orr-Weaver, 2001 ) 。 黑 腹 果 蝇 
过 表达 Ras“ 或 Raf" 激活 Ras 信号 并 造成 脂肪 体 ”中 ,唾液 腺 与 家 和 蛋 后 部 丝 腺 是 同 源 组 织 ,唾液 腺 和 脂 
或 唾液 腺 细胞 核 增 大 (图 5: 卫 -L)。 这 些 结果 说 明 肪 体 都 是 幼虫 发 育 阶段 重要 的 核 内 复制 细胞 ,有 利 
Ras 信号 有 可 能 通过 Myc 促进 核 内 复制 细胞 生长 。 ”于 我 们 更 好 地 研究 它们 之 间 的 相互 关系 以 及 对 核 内 
随后 我 们 检测 Ras 信号 是 否 可 以 激活 克隆 细胞 中 ”复制 细胞 的 影响 。 脂 肪 体 和 唾液 腺 随 着 发 育 进 程 不 
Myc 的 表达 。 通 过 Mye 抗体 染色 可 以 发 现 ,过 表达  ” 断 生长 ,这 类 器 官 细胞 DNA 复制 进程 受 CycE/ 
Myc 的 克隆 细胞 中 抗体 染色 明显 蛋白 水 平 高 于 周围 CDK2 调控 ,进入 细胞 间 期 后 ,CycELCDK2 失 活 从 而 
野生 型 细胞 (图 5: M -了 P) ;激活 Ras 信号 的 克隆 细  ” 允许 复制 复合 体 前 体 组 装 为 下 一 次 DNA 复制 做 准 
胞 中 Myc 表达 水 平 明 显 高 于 周围 野生 型 细胞 (图 5: 备 ( Follette et al., 1998; Weiss et al., 1998), E2F1 
Q-X). HEA, Ras 信号 促进 核 内 复制 细胞 上 在 细胞 间 期 促进 Cyck 的 表达 并 启动 DNA 复制 的 开 
生长 ,可 以 通过 促进 Myc 的 表达 促进 核 内 周期 进 台 (Zielke et al., 2011) 。 除 幼虫 组 织 外 ， 雌 成 虫 卵 
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图 5 Ras 信号 激活 黑 腹 果 蝇 幼 虫 脂肪 体 和 唾液 腺 细胞 中 ] 
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8 期 张 祥 乐 等 : Ras 信号 通路 通过 激活 转录 因子 Myc 促进 核 内 复制 细胞 生长 893 


















































梨 中 ,由 生殖 干细胞 分 化 出 的 营养 细胞 和 包 囊 卵 室 
的 滤 泡 细胞 也 是 核 内 复制 细胞 (Hammond and 
Laird, 1985 ) 。 变 态 发 育 过 程 中 ,大 多 数 幼虫 核 内 复 
制 细胞 组 织 将 被 消化 或 洲 解 ,从 而 满足 成 虫 组 织 的 
发 育 。 这 类 组 织 的 发 育 与 Myc 转录 水 平和 蛋白 水 
平 呈 正 相 关 ( 图 3) ,激活 Myc 或 Ras 信号 增 大 细胞 











看 后 部 丝 腺 发 育 可 以 激活 Myc 转录 ,再 运用 Gal4/ 
UAS 和 Flp-FRT 系统 等 遗传 学 工具 在 果 蝇 中 验证 
Ras 信号 调控 Myc 的 转录 与 蛋白 水 平 , 从 而 促进 核 
内 复制 细胞 的 生长 。 下 一 步 我 们 将 在 核 内 复制 细胞 
中 探索 Ras 信号 和 Myc 之 间 的 调控 介 导 因子 ,完善 
Ras 信号 调控 Myc 的 分 子 机 理 ,为 核 内 复制 细胞 发 














体积 (图 5: A-L) ,说 明 Myc 和 Ras 信号 在 调控 核 
内 复制 细胞 中 非常 重要 。 

Ras 信号 与 大 量 细胞 周期 进程 中 的 调节 者 或 影 
响 者 相互 关联 , 正 向 调控 CDKs, Cyclins 和 CDK 抑 
制 者 等 ,从 而 对 细胞 周期 造成 不 同 的 影响 。 在 有 丝 
分 裂 细胞 中 , Ras 信号 调控 G 期 向 S 期 的 转变 
(Prober and Edgar, 2000, 2002 ) 。 在 核 内 复制 细胞 
中 SRI Ras 信号 促进 前 胸腺 细胞 和 唾液 腺 细胞 体 
FRI% K ( Caldwell et al., 2005; Choubey and Roy, 
2016) ,家 春 后 部 丝 腺 Ras 信号 上 调 Cyck 和 Cyclin- 
D 来 促进 核 内 复制 (Ma et al., 2011), Ras 信和 号 激 
活 Myc 的 表达 (图 1 和 4; 图 5: Q -X) , Myc 可 调控 
CycE 等 细胞 周期 蛋白 的 表达 (Skouteris and 
Schroder, 1996; Steiner et al., 1996; Horiuchi et al., 
2012) ,但 Ras 信号 对 CycE 或 CycD 的 调控 作用 由 
Myc 介 导 的 唯一 性 还 需 后 续 实验 进一步 验证 。 在 脂 
肪 体 和 唾液 腺 细胞 中 过 表达 Ras oe Raf" 激活 
Ras 信号 确实 增 大 了 细胞 体积 (图 5; E-L), WH 
Ras 信号 对 核 内 复制 细胞 生长 的 促进 作用 具有 保守 
性 ,但 下 游 丢 标 基因 的 探索 研究 很 少 ,Mye 极 有 可 能 
是 关键 候选 者 之 一 。 

Myc 影响 核 内 复制 速率 ,过 表达 Myc 增加 DNA 
量 和 细胞 核 体积 ,降低 或 敲 除 Mye 有 相反 的 效果 
(Maines et al., 2004; Pierce et al., 2004, 2008; 
Demontis and Perrimon, 2009), Myc 对 核 内 复制 的 
EAE EM TY AEE a ad PP eA on HE TAL, x HOE 
标 基因 介 导 核糖 体 生 物 合成 和 翻译 速率 ,但 是 Mye 
对 DNA 复制 的 直接 影响 目前 还 不 清楚 。Myc 随 着 
核 内 复制 细胞 组 织 的 发 育 ,转录 水 平和 重 白 水 平 逐 
渐 上 调 ( 图 3) ,说 明 Myc 与 这 类 组 织 的 发 育 有 正 相 
Xo ERA FH , Ras 信号 可 以 增加 Myc 的 蛋白 
水 平 而 不 影响 转录 水 平 (Prober and Edgar, 2000) , 
而 我 们 发 现在 家 答 后 部 丝 腺 以 及 黑 腹 果 蝇 脂肪 体 和 
VIR POG Ras 信号 上 调 Myc 转录 和 和 蛋白 水 平 
(图 1 和 4; 图 5: Q-X) ,说 明 Ras 信号 调控 Myc 在 
不 同类 型 细胞 中 有 可 能 存在 不 同 机 理 ,但 在 不 同 昆 
虫 的 核 内 复制 细胞 中 的 调控 机 理 又 具有 保守 性 。 

综 上 所 述 ,我 们 通过 前 期 发 现 Ras 信号 调控 家 
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育 的 调控 机 制 研究 提供 理论 基础 。 
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